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Antigenhaltige Mikrospharen zur Allergietherapie 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfmdung betrifft Mikrospharen, die Antigene, 
insbesondere Allergene, enthalten und zur Allergietherapie dienen. 

Etwa 20% der Bevolkerung leiden an IgE-vermittelten Allergien, die von 
leichteren Symptomen wie Heufieber bis zu schweren Episoden von 
Asthma oder anaphylaktischem Schock fuhren konnen. In diesen Patienten 
sind Mastzellen und andere Effektorzellen der Allergie mit IgE- 
Antikorpern beladen. Bei einem Kontakt mit dem Allergen kann es zum 
sogenannten Triggern der Zellen kommen, das heiflt zur Freisetzung von 
Mediatoren wie Histamin, welches fur die allergische Symptomatik 
verantwortlich ist. 

Die gangige Standardmethode der Allergiebehandlung ist die sogenannte 
Hyposensibilisierung mit natixrlichen Extrakten von Allergenen, welche 
nach langandauernder Behandlung zur Unterdruckung der Symptome fiihrt. 
Der Wirkmechanismus ist dabei noch nicht vollig geklart, jedoch 
beobachtet man eine Induktion von IgG Antikorpern, die als blockierende 
Antikorper fungieren konnen. Des weiteren wird nach langandauernder 
Therapie eine Modulation der TH Antwort diskutiert. 

Um die oft gut loslichen Allergene besser immunogen zu machen, werden 
in der Regel sogenannte Adjuvantien verwendet, wie zum Beispiel 
Aluminium-Trihydroxid. Dieses adsorbiert das Allergenprotein und erhoht 
dadurch dessen Immunogenitat. 

Als eine weitere Moglichkeit zur Applikation werden in der Literatur 
sogenannte Mikro- oder Nanopartikel beschrieben, die immunogene 
Substanzen enthalten. Beispielsweise beschreiben Johansen et al. die 
kontrollierte Antigenzufuhr mittels Mikrospharen aus Polymilchsaure- 
Polyglycolsaure-Copolymeren (sogenannte PLGA-Mikropartikel). 



Die Applikation von Allergenen erfolgt meistens subkutan oder 
intramuskular. Einige Literaturstellen berichten von Versuchen einer oralen 
Allergietherapie (European Journal of Allergy and Clinical Immunology, 
WHO Position Paper 44;53:20-21). Die sublingual Immunotherapie ist 
bereits in klinischer Anwendung, jedoch mit moderatem Erfolg (Rakoski J, 
Wessner D, Int. Arch. Allergy Immunol. 2001, Nov; 126(3): 185-7). 

Jedoch ist auch bereits die orale Gabe von immunogenen Substanzen, 
eingebunden in Mikrospharen, bekannt. So wird etwa von K.J. Maloy et al. 
die Induktion einer mukosalen und systemischen Immunantwort durch die 
orale Gabe von in PLGA-Mikropartikeln eingebundenem Ovalbumin 
beschrieben (K.J. Maloy et al., Immunology 1994, Apr, 81(4): 661-7). 
Weiterhin zeigte eine Arbeit von Pecquet et al., dass ein in PLGA- 
Mikrospharen eingebundenes Milchsaureallergen Mausen zur Prophylaxe 
von Milchallergie oral verabreicht werden kann (Pecquel et al., Vaccine 
2000, 18: 1196-1202). 

Leider sind die bisherigen Behandlungsmethoden von Allergien nicht 
immer erfolgreich, es werden manchmal Verschlimmerungen der 
Symptome festgestellt, und es gibt Daten die zeigen, dass eine 
Hyposensibilisierung die IgE Synthese sogar anregen kann. Dies kann an 
der Verwendung von Aluminium-Trihydroxid (Al(OH) 3 ) als Adjuvans 
liegen, ein fur viele Impfstoffe gangiges Adjuvans. Aus Tierversuchen weifi 
man seit langem, dass Aluminium-Trihydroxid sogar eine TH2 Antwort 
fordert, also eine IgE Bildung und damit eine Allergisierung bewirkt. 
Daraus ergibt sich die paradoxe Situation, dass allergische Patienten mit 
einem allergisierenden Adjuvans in Kombination mit Allergenextrakten 
immunisiert werden. Zusatzlich sind wiederholte Gaben von steigenden 
Allergenmengen erforderlich, anfangs in sogar wochentlichen Abstanden, 
was von Patienten haufig als lastig empfunden wird. Orale Gaben des 
Antigens wiirden dem Patienten erlauben, diese in Art einer 
Schluckimpfung vorteilhaft zu Hause selbst durchzufuhren. 

Demgemafl ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, geeignete 
Substanzen, insbesondere Allergene, in einer Form zur Allergietherapie zur 
Verfugung zu stellen, die die obengenannten Nachteile bekannter 



Verabreichungsweisen von Allergenen vermeidet und ein zuverlassigeres 
Ansprechen des Patienten ermoglicht. 

Der Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde, dass eine solche 
Verabreichungsform insbesondere dann eine gute Wirkung entfaltet, wenn 
die Mikrospharen ihre Substanzen, gezielt und uber einen langeren 
Zeitraum an ihrem Zielgewebe freisetzen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind daher Mikrospharen zur 
Allergietherapie, die Antigene und/oder DNA von Antigenen, insbesondere 
Allergene und/oder DNA von Allergenen, enthalten, die dadurch 
gekennzeichnet sind, dass die Mikrospharen eine Bindungskonstante 
K B von mindestens 1 x 10 3 M' 1 , bevorzugt mindestens 1 x 10 4 M' 1 und am 
meisten bevorzugt mindestens 6 x 10 4 M" 1 , gegemiber dem spezifischen 
Carbohydratrest, bevorzugt alpha-L Fucose, von intestinalen und/oder 
nasalen Epithelzellen aufweisen. 

Unter Antigene werden in dieser Erfindung nicht nur Substanzen 
verstanden, die vom Organismus als fremd erkannt werden und die eine 
Immunantwort auslosen bzw. mit einem Antikorper oder T-Zellrezeptoren 
reagieren, sondern auch deren Derivate. Neben den weiter unten definierten 
Allergenen sind insbesondere folgende Antigene bevorzugt: Virale, 
bakterielle, Protozoon Antigene als auch Toxine und Wurmantigene. 

Es ist bevorzugt, daB nicht nur Antigene in die Mikrospharen 
eingeschlossen werden konnen sondern auch die DNA von Antigenen. 
Dabei besteht die Moglichkeit, Antigene oder DNA von Antigenen alleine 
oder gemeinsam in die Mikrospharen einzubauen. Es ist bevorzugt, daB die 
Antigene Allergene sind. Weiterhin ist es bevorzugt, daB die Allergene 
und/oder die DNA von Allergenen in die Mikrospharen einbaut werden. 

Unter dem Begriff „Mikrospharen" werden dabei Partikel verstanden, die 
vorzugsweise kugelformig bzw. spharisch aufgebaut sind. Indem das bei 
der Produktion der Mikrospharen verwendete Losungsmittel fur das 
Polymer verdunstet, fallen die Mikrospharen aus und schlieBen dabei 
mitverspruhte Antigene ein. 



Der in der Literatur haufig verwendete Begriff der „Nanopartikel" bzw. 
„Nanospharen" wird somit ebenfalls unter dem Begriff „Mikrospharen" 
bzw. „Mikropartikel" subsumiert. 

Unter dem Begriff „AUergen" werden neben nattirlich vorkommenden 
Allergenextrakten und Allergenmolekulen auch Mutanten von Allergenen, 
Hypoallergene oder Teile aus Allergenmolekulen, wie etwa Peptide oder 
aber auch Allergenmimotope verstanden. Allergenmimotope konnen dabei 
ebenfalls Peptide sein, etwa Peptide einer Aminosauresequenzlange von 5 
bis 25 Aminosauren. Allergene sind hierbei in der Lage, eine Allergie, das 
heiBt eine Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp auszulosen, die 
durch die Synthese von IgE Antikorpern induziert wird. Hypoallergene sind 
natiirliche oder rekombinante Derivate eines Allergenmolekiils, welche auf 
Grund geringfugiger Unterschiede zur Aminosauresequenz des Allergens 
eine Konformation einnehmen, bei der IgE-bindende Eigenschaften 
eingebiisst werden. 

Insbesondere sind folgende Allergene fur Mikrospharen bevorzugt: 
Birkenpollen (Bet v 1), Karotte (Dau c 1), Sellerie (Api g 1), HaselnuB 
(Cor a 1), Erlenpollen (Aln g 1) und Graserpollen (u.a. Phi p 5, Phi p 1, Phi 
p 6, Phi p 7) sowie Haustaubmilbe (Der p 1, Der p 2) und Fische 
(Parvalbumin). 

Insbesondere sind folgende Mimotope des Allergens Phi p 5 bevorzugt: 
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CRSVSKEEPGMC 
CKLGKFGAARVC 
CVQDLMKSSGVC 

Insbesondere ist folgendes Mimotop des Allergens Bet v 1 bevorzugt: 
CRSDKDGWRLWC 

In alien Fallen erfolgt eine Disulfldbruckenbildung zwischen den 
endstandigen Cysteinen. Die Mimotope wurden mittels einer Zufalls-Peptid 
10-mer Phagenbibliothek (Mazzucchelli et al., Mazzucchelli, L., Burritt, J. 
B., Jesaitis, A. J., Nusrat, A., Liang, T. W., Gewirtz, A. T., Schnell, F. J., 
and Parkos, C. A. Cell-specific peptide binding by human neutrophils. 
Blood, 93: 1738-1748, 1999) mittels humanem spezifischen IgE gegen Phi 
p 5, bzw. Bet v 1 selektioniert. 

Die Struktur der Mikrospharen erlaubt es, die in den Mikrospharen 
enthaltenen Antigene und/oder DNA von Antigenen, insbesondere 
Allergene und/oder DNA von Allergenen, langsam und gleichmaBig 
freizusetzen. Ein Vorteil dieser stetigen Antigen-, insbesondere Allergen- 
Freisetzung ist es, dass keine wiederholten Gaben von steigenden Antigen-, 
insbesondere Allergen-Mengen wie in der konventionellen Hypo- 
sensibilisierung angewandt, verabreicht werden miissen. Das oben 
Ausgefuhrte gilt natiirlich auch fur die Freisetzung von DNA von 
Antigenen bzw. DNA von Allergenen. 

Die Haftfahigkeit der Mikrospharen an mukosalem Zielgewebe wird durch 
deren Haftfahigkeit an Caco-2-Zellen quantifiziert. 

Caco-2 Zellen (American Type Culture Catalogue Nr. HTB-37) sind 
intestinale Epithelzellen mit hoher Differenzierung (Poalrisiertes 
Wachstum, Microvilli, Ausbildung von Tight Junctions), ursprunglich aus 
einem humanen Colon Carzinom isoliert. Sie haben 
Oberflacheneigenschaften, die reprasentativ ftir das Darmepithel sind und 
dienen daher zum Studium der Haftfahigkeit von Mikropartikeln. Dazu 
werden fluoreszenzmarkierte (FITC-Cadaverin) Mikropartikel hergestellt, 



indem Fluorescein-Cadaverin durch die Carbodiimidaktivierungsmethode 
covalent tiber die freie Carboxylgruppe des Polymers gebunden wird und 
diese Verbindung in der Spriihtrocknungsanlage zu Mikrospharen verspriiht 
wird. Diese werden vorzugsweise mit einem gewtinschten Lektin 
funktionalisiert (siehe unten) und dann mit den Caco-2 Zellen bei 
vorzugsweise 4°C inkubiert. Die Temperatur 4°C wird gewahlt, um 
Internalisierung in die Epithelzellen durch Endozytosevorgange 
auszuschalten und rein Bindungsfahigkeit zu beurteilen. Nach ausgiebigen 
Waschen mit eiskaltem Phosphatpuffer, um unspezifische Bindungen zu 
subtrahieren, werden die Zell-gebundenen Mikropartikel zusammen mit den 
Caco-2 Zellen aufgelost und die in der Probe enthaltene Fluoreszenz in 
einem Fluoreszenzspektrometer bestimmt. 

Bevorzugt weisen die erfindungsgemaBen Mikrospharen an ihrer 
Oberflache Substanzen auf, die die Haftfahigkeit an mukosalen Zellen 
erhohen und fur Menschen nicht toxisch sind. 

Diese sich an der Oberflache der Mikrospharen befindlichen Substanzen 
dienen dabei nicht nur der verbesserten Haftung, sondern auch der 
Selektion des mukosalen Zielgewebes. In der Allergentherapie ist es 
weiterhin wiinschenswert, dass die Substanzen an der Oberflache der 
Mikrospharen fur den Menschen nicht toxisch sind und somit keine 
schadlichen Nebenwirkungen hervorrufen. 

Weiterhin handelt es sich bei den Substanzen an der Mikro- 
spharenoberflache bevorzugt um Lektine. Dabei ist bevorzugt, dafl die 
Lektine nicht toxisch sind. Besonders bevorzugt wird, dafl die Lektine 
efibar sind. 

Lektine sind Proteine oder Glykoproteine, die sehr spezifisch 
(Poly)Saccharide auch in Lipid- oder Proteingebundener Form erkennen 
und binden. 

Bevorzugt weisen die erfindungsgemaBen Mikrospharen zur 
Allergietherapie Aleuria Aurantia Lektin (AAL) an ihrer Mikro- 
spharenoberflache auf. 



Durch die Oberflachenmodifizierung der Mikrospharen mit Aleuria 
Aurantia Lektin wird die selektive Anreicherung und die Verlangerung der 
Verweilzeit der Mikropartikel im Darm bewirkt, wodurch eine besondere 
therapeutische Wirkung der Mikropartikel erzielt wird. Aleuria Aurantia 
Lektin (AAL) stammt aus einem eBbaren Pilz und bindet an a-L-Fucose der 
sogenannten M-Zellen. Diese M-Zellen leiten sich von intestinalen 
Epithelzellen ab, mit denen sie Oberflacheneigenschaften wie z.B. 
Carbohydratstrukturen (Beispiel alpha-L Fucose) teilen, und sind 
Bestandteil der Peyer'schen Patches, Lymphorgane des Darmes, die fur die 
lokale Antigenaufnahme und Stimulation des Immunsystems eine 
Schlusselrolle spielen. Weiterhin kann eine Art von M-Zellen in nasalen 
Epithel nachgewiesen und fur mukosales Targeting genutzt werden (Clark 
et al: Adv Drug Deliv Rev 2000 Sep 30;43(2-3):207-23; oder Brookyn et 
al: J Drug Target 2001 ;9(4):267-79). 

Die Isolierung und Charakterisierung von Aleuria Aurantia Lektin (AAL) 
wird im Buch „The Lektins: Properties, Functions and Applications in 
Biology and Medicine" von I. E. Liener, N. Sharon und L J. Goldstein 
(Academic Press 1986) beschrieben. Das Fucose-bindende Lektin wird aus 
dem Fruchtkorper des Orangebecherling isoliert und wurde fur das Beispiel 
von Vektor Laboratories (Burlingame, USA) bezogen. Es hat ein 
Molekulargewicht von 72,000, der isoelektrische Punkt ist zwischen 9.0- 
9.2, und das Lektin besteht aus 2 Untereinheiten einer einzigen 
Polypeptidketten aus 31 kDa. AAL besteht aus zwei gleichen 
Untereinheiten, die jeweils eine Bindungskonstante, K B , von 6.1 x 10 4 M~ l 
gegentiber alpha-L Fucose aufweist. 

Die Aviditat (die funktionelle Affinitat) kann durch multivalente 
Bindungen zwischen 10 3 und 10 7 mal starker als die entsprechende 
Affinitat einer einzelnen Bindungsstelle sein. Die Haftfahigkeit der 
Mikrospharen hangt somit von der Anzahl der Bindungsmoglichkeiten 
zwischen Mikrospharen und Epithelzellen ab, bevorzugt von der Anzahl der 
Lektin - Zell-Bindungen. D. h., bietet die Mikrosphare mehr als eine 
Bindungsmoglichkeit an, erhoht sich automatisch auch die Bindungsstarke, 
da im Falle einer Ablosung samtliche Bindungsstellen gleichzeitig von 
Epithelzellen gelost werden mussten. Die Aviditat K B ist bevorzugt von 



mindestens lx 10 10 M~ l , noch bevorzugter von mindestens lx 10 u M~ l und 
am meisten bevorzugt von mindestens lx 10 12 M' 1 ab. Es ist des weiteren 
bevorzugt, daB die Aviditat der Mikropartikel durch die Vielzahl von AAL 
auf den Mikropartikeln erreicht wird. 

Die erfindungsgemaBen Mikrospharen finden Verwendung in der 
Allergietherapie. Sie zeichnen sich insbesondere dadurch aus, dass sie sich 
zielgerichtet in erhohter Menge an mukosalen Oberflachen des 
gastrointestinalen und/oder nasalen Bereiches anlagern und dort ihre 
therapeutische Wirkung entfalten konnen. Daher ist die Moglichkeit der 
oralen oder nasalen Immunisierung gegeben. Die Vorteile einer solchen 
Immunisierung liegen in einer einfachen Handhabung, die auch vom 
Patienten bevorzugt wird. Da AAL nicht toxisch ist, ist es im Menschen 
unbedenklich anzuwenden und besonders bevorzugt. 

Bevorzugt besitzen die Mikrospharen einen Durchmesser von 0.1-lOOjam, 
mehr bevorzugt 0.1-lOjj.m und am meisten bevorzugt 0,2-5 |im. Die 
Grofienverteilung der Mikrospharen wurde mittels Laserdiffraktion 
bestimmt (Shimadzu Laser Diffraction Type Particle Size Analyzer SALD- 
1100). Aus der ist ersichtlich, welche MaximalgroBe 50 bzw. 90% der 
Mikrospharen haben. Bevorzugt werden Mikrospharen, die kleiner als 
lOjim sind erzeugt, weil diese leichter iiber intestinales Epithel 
aufgenommen werden konnen. Mehr bevorzugt werden Mikrospharen, die 
kleiner als 8 jim sind und am meisten bevorzugt sind Mikrospharen, die 
kleiner sind als 5 jum. 

Die Herstellung der Mikro- und/oder Nanospharen erfolgt meist durch 
Doppelemulsionstechnik beziehungsweise Spruhtrocknung. In einem der 
nachfolgenden Beispiele wird die Herstellung entsprechender Partikel 
exemplarisch beschrieben. Vorzugsweise werden Antigen-beladene Mikro- 
partikeln hergestellt, indem das Antigen in der waBrigen Losung in ein 
organisches Losungsmittel, in dem das Polymer gelost wurde, dispergiert 
wird. Verschiedene Modifikationen dieses Prozesses wurden schon als 
Losungsmittelverdampfungs- (S. McClean, E. Prosser, E. Meehan, D. 
O'Malley, N. Clarke, Z.,Ramtoola and D. Brayden, Binding and uptake of 
biodegradable poly-DL-lactide micro- and nanoparticles in intestinal 



epithelia, Eur J Pharm Sci 6 (1998) 153-163., R.K. Gupta, A.C. Chang, P. 
Griffin, R. Rivera, Y.Y. Guo and G.R. Siber, Determination of protein 
loading in biodegradable polymer microspheres containing tetanus toxoid, 
Vaccine 15 (1997) 672-678. ), Extraktion von Wasser-in 6l-in Wasser- 
Emulsionen -( J.L. Cleland, E.T. Duenas, A. Park, A. Daugherty, J. Kahn, 
J. Kowalski and A. Cuthbertson, Development of poly-(D,L-lactide— 
coglycolide) microsphere formulations containing recombinant human 
vascular endothelial growth factor to promote local angiogenesis, J Control 
Release 72 (2001) 13-24., J.L. Cleland, A. Lim, A. Daugherty, L. Barron, 
N. Desjardin, E.T. , Duenas, DJ. Eastman, J.C. Vennari, T., Wrin, P., 
Berman, K.K. Murthy and M.F. Powell, Development of a single-shot 
subunit vaccine for HIV-1. 5. programmable in vivo autoboost and long 
lasting neutralizing response, J Pharm Sci 87 (1998) 1489-1495.), 
Sprtihtrocknungs-(N.E.S.N.W. A., Controlled release microparticles 
comprising core coated microparticles, US Patent, Biotek Inc., Woburn, 
MA, November 18, 1986.) oder Phasentrennungs-Methoden (F.J. W. 
Processes for preparation of microspheres, US Patent, Sandoz, Inc., 
E.Hanover, NJ, US, 1979.)beschrieben. 

Vorzugsweise ist das Grundgerust der Mikrospharen aus Polymeren mit 
funktionellen Gruppen aufgebaut. Die funktionellen Gruppen dienen 
insbesondere dazu, die Kraft vermittelnden Substanzen, besonders 
bevorzugt Lektine und am meisten bevorzugt AAL, chemisch tiber eine 
kovalente Bindung an die Oberflache der Partikel zu binden, beispielsweise 
uber eine Amidbindung. 

Die Antigene und/oder DNA von Antigenen, bevorzugt die Allergene 
und/oder DNA von Allergenen konnen physikalisch oder chemisch in die 
Mikro- oder Nanospharen eingebaut werden. Vorzugsweise werden sie 
physikalisch eingebaut. Wie schon oben erwahnt, erfolgt die Herstellung 
der Mikro- und/ oder Nanospharen vorzugsweise durch 

Doppelemulsionstechnik bzw. Spruhtrocknung. Beim Verfahren der 
Spruhtrocknung wird eine Losung des Polymers mit einem darin gelosten, 
dispergierten oder emulgierten Wirkstoff in einem heiBen Luftstrom 
verspruht. Das Losungsmittel verdunstet und verursacht eine Ausfallung 
des Polymers, wodurch der Wirkstoff eingebettet bzw. umhullt wird. Die 
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entstandenen Mikropartikel werden in einem Zyklon abgeschieden und.als 
Pulver gewonnen. Die Polymer- und Wirkstoffkonzentration, die 
Spriihlosungs-forderrate, die Einlasstemperatur, die Zerstauberluftmenge 
und die Aspiratorleistung konnen dabei als Parameter variiert werden. Je 
feiner die erzeugten Tropfen, desto groBer ist die aktive Oberflache und 
desto besser ist der Warme- und Stoffiibergang. 

Bei der Erzeugung der Mikrospharen wird vorzugsweise eine Emulsion aus 
Ethylformiat/Wasser mit 5% Polymer und 0,2% Protein verspriiht. Die 
Einlasstemperatur des Spriihtrockner enthalt dabei vorzugsweise 45 °C und 
die Aspiratorleistung wird vorzugsweise auf 100% gestellt. Das Polymer ist 
vorzugsweise in Ehylformiat und die Proteine des Birkenpollenextrakt 
vorzugsweise in Wasser gelost. 

Die Funktionalisierung der Mikro- und/ oder Nanospharen verlauft 
vorzugsweise in zwei Schritten. Beim ersten Schritt werden die freie 
Carboxygruppen an der Oberflache der Mikrospharen, vorzugsweise PLGA 
Mikrospharen mittels 1 -Ethyl-3-(3-Dimethyl-aminopropyl)carbodiimide 
(EDAC) und (N-[2-Hydroxyethyl-piperazine-N'-[2-ethansulfonsaure]) 
(NHS) tiber eine Carbodiimidreaktion aktiviert. Danach erfolgt die 
Kopplung des Lektins unter Ausbildung einer stabilen Amidbindung. 

Weiterhin bevorzugt bestehen die Mikrospharen zur Allergietherapie aus 
einem Grundgeriist aus einem biologisch abbaubarem Polymer oder 
Copolymer. Dadurch wird gewahrleistet, dass die Partikel im Korper 
abgebaut werden konnen. Der Abbau muB jedoch solange hinausgezogert 
werden, dass die Partikel Ihren Zielort erreichen und die Antigene und/oder 
DNA von Antigenen, bevorzugt Allergene und/oder DNA von Allergenen 
kontinuierlich iiber einen langeren Zeitraum abgeben konnen. Die 
biologische Abbaubarkeit des Polymers oder Copolymers stellt sicher, dass 
sich die Mikro- beziehungsweise Nanopartikel nicht in ungewollter 
erhohter Konzentration im Korper einlagern. 

Besonders bevorzugt besteht das Grundgeriist der Mikrospharen zur 
Allergietherapie aus Polymilchsaure (PLA), welche auch unter dem Namen 
Polylactid bekannt ist, Polyglykolsaure (PGA), auch unter dem Namen 



Polyglycolid bekannt, oder aus Polymilchsaure-Polyglykolsaure-Copolymer 
(PGLA). Diese Polymere konnen im Korper langsam zu ungefahrlichen 
Substanzen abgebaut werden. Polylaktide als Verabreichungssysteme fur 
Peptide und Proteine werden beschrieben in Johannsen et al., European J. 
of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 50 (2000): 129-146. 

Denkbar als Mikrospharen-Grundgeriist ware jedoch auch Chitosan, und 
zwar insbesondere fur anionische Allergene. 

Die Mikro- und/oder Nanospharen enthalten bevorzugt 0,1-20 Gw.-%, 
besonders bevorzugt 0,2-3% Gw.% Antigene und/oder DNA von 
Antigenen. Es ist bevorzugt, daB sich bei den Gew.%-Angaben um 
Angaben fur Allergene und/oder DNA von Allergenen handelt. 

Es ist bevorzugt, daB die Mikro- und/oder Nanospharen Mimotope von 
Allergenen, mehr bevorzugt Mimotope des Allergens Phi p 5 und/oder Bet 
v 1 enthalten. Es ist besonders bevorzugt, daB es sich um Mimotope des 
Allergens Phi p 5 und/oder Bet v 1 mit den Aminosauresequenzen wie oben 
definiert handelt. 

Weiterhin bezieht sich die vorliegende Erfmdung auf ein Verfahren zur 
Herstellung von oben beschriebenen Mikrospharen, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Mikrospharen eine Bindungskonstante K B von 
mindestens 1 x 10 4 M' 1 gegenuber dem spezifischen Carbohydratrest von 
intestenalen und/oder nasalen Epithelzellen aufweisen. Die Mikrospharen 
sind dabei wie oben beschrieben aufgebaut. 

Weiterhin bezieht sich die vorliegende Erfmdung auf die Verwendung von 
Mikrospharen zur Allergietherapie, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Mikrospharen eine Bindungskonstante K B von mindestens 1 x 10 4 M" 1 
gegenuber dem spezifischen Carbohydratrest von intestenalen und/oder 
nasalen Epithelzellen aufweisen. Die Mikrospharen besitzen dabei einen 
Aufbau wie oben beschrieben. Dabei ist die Aviditat K B ist vorzugsweise 
mindestens 10 10 M" 1 , noch mehr bevorzugt 1 x 10 11 M 1 und am meisten 
bevorzugt 1 x 10 12 M* 1 . 
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Nachstehend ist eine Ausfiihrungsform der erfindungsgemaGen 
Mikrospharen anhand der Figuren beispielhaft naher erlautert. Dabei 
zeigen: 

Figur 1: IgG Titer gegen Bet v 1 nach 2-maliger orale Immunisierung 
mit Mikropartikeln; aufgetragen ist die IgG-Detektion gegen Bet v 1. 
ELISA-Platten wurden mit rekombinantem Bet v 1 beschichtet, mit 
Mausseren (1:100 verdiinnt) inkubiert, und gebundenes IgG durch einen 
Peroxidase-markierten Anti-Maus IgG detektiert. Die Reaktion wurde 
durch Substratzugabe visualisiert und die Reaktivitat mit einem ELISA 
Reader gemessen. Die Werte sind direkt proportional der Menge des 
gebundenen Antikorpers. 

Die Abkiirzungen bedeuten: MS = Mikrospharen, BP 
Birkenpollenextrakt, AAL = Aleuria Aurantia Lektin, WGA = Weizenkeim 
Agglutinin, PIS = Praimmunserum, l.MIS = erstes Immunserum, 2. MIS = 
zweites Immunserum, OD = Optische Dichte 

Figur 2: Uberpriifung der Antigenitat von in Mikrospharen verpacktem 
Birkenpollenextrakt nach gastrischem Verdau; die graphische Darstellung 
zeigt die Antigenitat der verschiedenen Mikropartikel in zeitlicher 
Abhangigkeit gastrischer Verdauung. Die Abkiirzungen haben folgende 
Bedeutung: 

BP: Birkenpollenextrakt, MS: Mikrospharen, AAL: Aleuria Aurantia 
Lektin, WGA: Weizenkeim Agglutinin. 

Figur 3: Qualitative Uberpriifung der Haftfahigkeit unterschiedlicher 
Mikrospharenpraparationen an humanen intestinalen Epithelzellen in der 
Immunofluoreszenz. 

Figur 4: Quantitative Uberpriifung der Haftfahigkeit unterschiedlicher 
Mikrospharenpraparationen an humanen intestinalen Epithelzellen im 
Fluoreszenz-ELISA. 

Aleuria Aurantia Lektin (AAL) besitzt den Vorteil gegeniiber vielen 
Lektinen, nicht toxisch zu sein. Ein weiteres, allerdings toxisches Lektin ist 
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Weizenkeim Agglutinin (WGA), von dem vermutet wird, dass es aufgrund 
seiner Glykan-bindenden Eigenschaften an intestinale Epitelzellen bindet, 
und zwar insbesondere durch Bindung an N-Acetylglykosamin. 

Wie in den unten beschriebenen Beispielen gezeigt wird, besitzt AAL 
jedoch den weiteren und unerwarteten Vorteil gegeniiber WGA, signifikant 
mehr Antigen an die mukosale Oberflache zu binden. Dies mag an einer 
verbesserten Haftung liegen, wird aber auf jeden Fall als Vorteil 
angesehen, da diese Eigenschaft letztlich dafiir sorgt, dass die in die AAL- 
oberflachenmodifizierten Mikropartikel eingebauten Allergene zielgerichtet 
und in erhohter Menge an ihren therapeutischen Einsatzort gelangen 
konnen. AuGerdem eriibrigt sich dabei die wiederholte Gabe von steigenden 
Allergenmengen in kurzen Abstanden, weil die Mikrospharen in der Lage 
sind, die Allergene langsam und stetig in das Zielgewebe freizusetzen. 

Beispiele: 

Beispiel 1: Allergenhaltige, Lektin-gekoppelte PLGA-Mikrospharen fur 
die orale Allergie-Prophylaxe und Therapie. 

PLGA-Mikrospharen (MS) wurden mittels Spruhtrocknung gewonnen. Bei 
diesem Verfahren wurde eine Emulsion aus Wasser und Ethylformiat mit 
Birkenpollenextrakt in einem heiBen Luftstrom verspriiht. Der Median der 
Mikrospharen wurde mittels Laser-Diffraktion ermittelt und betrug 5,5 jam. 
Die Proteinmenge der Mikropartikel wurde mit 40 ug/mg Mikropartikel 
bestimmt. Die Funktionalisierung der Mikrospharen mit den jeweiligen 
Lektinen erfolgte unter Ausbildung einer Amidbindung. Bei der Erzeugung 
der Mikrospharen wird eine Emulsion aus Ethylformiat/Wasser mit 5% 
(w/v) Polymer und 0,2% (w/v) Protein verspriiht. Das Polymer wird dabei 
im Ethylformiat gelost, die Proteine des Birkenpollenextraktes in Wasser. 
Die Emulsion wird in einem heiBen Luftstrom verspriiht. Das 
Losungsmittel verdunstet und verursacht eine Ausfallung des Polymers, 
wodurch die Proteine des Birkenpollenextraktes eingebettet werden. Fur die 
Proteinbestimmung wurden dann die Mikrospharen in 0,05N NaOH/l%SDS 
gelost und mittels eines Farbetest (Bichinchoninsaure-Assay) quantifiziert. 
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Die Funktionalisierung der mit Proteinen des Birkenpollenextraktes 
gefullten Mikro- und/ oder Nanospharen verlauft in zwei Schritten. Dazu 
werden die Partikel in Hepes-Puffer pH 7,2 aufgenommen und durch 
Zugabe von EDAC/NHS iiber eine Carbodiimidreaktion aktiviert. AAL 
wird zugeben und das Lektin iiber eine Ausbildung einer stabilen 
Amidbindung an die Mikro- und/ oder Nanospharen gekoppelt. Die 
restlichen aktivierten Carboxygruppen werden mit Glycin abgesattigt. 

Die Ergebnisse des Immunisierungsmodells sind in Figur 1 gezeigt. 4 
Gruppen von je 5 Balb/c Mausen wurden mit Mikropartikeln zweimal (Tag 
0 und Tag 21) an jeweils drei aufeinanderfolgenden Tagen mit 
Mikropartikeln in PBS (Volumen 150 microL) intragastral immunisiert. Die 
Mikropartikel waren entweder leer oder mit Birkenpollenproteinen bepackt. 
Ein Teil der Mikropartikel, die mit Birkenpollenproteinen bepackt waren, 
war auGerdem zusatzlich mit Aleuria Aurantia Lektin oder Weizenkeim 
Agglutinin funktionalisiert. Vor und nach zwei Wochen nach den 
Immunisierungen wurde den Mausen Blut abgenommen und auf das 
Vorliegen von speziflschen Anti-Bet v 1 Antikorpern untersucht. Dies 
geschah in einem ELISA. Dabei wurde Birkenpollenextrakt in einer 
Konzentration von 10 micorg/ml Carbonatpuffer, pH 9,6 beschichtet. Nach 
Blockierung mit PBS/0,1% BSA wurden Maussera (1:100 in 
Blockierungspuffer verdunnt) inkubiert. Nach Waschen mit PBS wurde 
gebundenes IgG mit anti-Maus Antikorpern, Peroxidase konjugiert, 
detektiert. Die Reaktion wurde durch Substrazzugabe entwickelt und in 
einem ELISA Reader erfolgte die Auswertung durch Ablesung bei OD 405- 
490 nm. 

Wie in Figur 1 zu sehen ist, zeigten die Gruppen, die mit leeren 
beziehungsweise mit Birkenpollenproteinen bepackten Mikropartikeln 
gefuttert wurden, im ELISA weder im ersten Immunserum (1. MIS-grauer 
Balken) noch im zweiten Immunserum (2. MIS-grau-schwarzer Balken) 
einen relevanten Anstieg an Bet v 1 speziflschen IgG-Antikorpern 
gegenuber dem Praimmunserum. Hingegen zeigten beide Gruppen, bei 
denen die bepackten Mikropartikel zusatzlich auflen noch mit Lektinen 
funktionalisiert wurden, einen deutlichen Anstieg der gegen Bet v 1 
gerichteten IgG-Antikorper. 
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Beispiel 2: Gastrische Verdauung. 

Um die Antigenitat von mikrospharen-verpacktem Birkenpollenextrakt 
(BP-MS) nach gastrischem Verdau zu uberpriifen, wurden Mikrospharen 
mit Pepsin bei pH 1,5 fur unterschiedliche Zeitintervalle inkubiert. In 
mikrospharen- verpacktes Birkenpollenprotein konnte auch noch nach zwei 
Stunden Verdau antigenetisch detektiert werden, hingegen wurde nicht 
verpacktes Birkenpollenprotein innerhalb von Sekunden zerstort. AAL- 
gekoppelte Mikropartikel reagierten in diesem Versuch genauso vorteilhaft 
wie andere Mikrospharen-Praparationen (MS: Mikrospharen allein, MS- 
WGA: mit Weizenkeim Agglutinin gekoppelte Mikrospharen) und 
schiitzten das Protein vor dem Verdau. Weiterhin zeigt dieses Beispiel, dass 
Birkenpollenprotein beim Einpacken in Mikrospharen nichts an Antigenitat 
gegenuber unbehandelten Extrakten verliert. 

Die Auswertung des Versuchs erfolgte in einem ELISA: das 
Birkenpollenprotein wurde aus Mikrospharen extrahiert und die Losung zur 
Beschichtung von ELISA-Platten verwendet. Gebundenes Birkenpollen- 
Hauptallergen Bet v 1 wurde mit einem polyklonalen Kaninchen Anti-Bet v 
l-Antikorper und dann mittels eines zweiten Peroxidase markierten Anti- 
Kaninchen IgG-Antikorpers detektiert. Die Reaktion wurde durch 
Substratzugabe visualisiert und das Signal in einem ELISA Reader 
gemessen. Das gebundene Antigen ist der Reaktivitat und daher dem Signal 
direkt proportional. Die Ergebnisse sind in Figur 2 graphisch dargestellt. 

Beispiel 3: Qualitative Haftfahigkeit unterschiedlicher Mikrospharen- 
Praparationen. 

Die qualitative Uberprufung der Haftfahigkeit unterschiedlicher 
Mikrospharen-Praparationen an humanen intestinalen Epithelzellen erfolgte 
mit der Immunofluoreszenz-Methode. Die Zelllinie Caco-2 wurde auf 
Glasplattchen ausgesat und bei 4 °C inkubiert mit: 

1. Birkenpollenextrakt verpackt in Mikrospharen (BP-MS), oder 

2. Birkenpollenextrakt verpackt in Mikrospharen, gekoppelt mit 
Weizenkeim Agglutinin (BP-WGA-MS), oder 
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3. Birkenpollenextrakt verpackt in Mikrospharen, gekoppelt mit Aleuria 
Aurantia Lektin (BP-AAL-MS). 

Zum Sichtbarmachen wurden die Mikrospharen mit dem Fluoreszenz- 
Farbstoff Fluorescein-Isothiocyanat(FITC)-Cadaverin beladen. Die 
Visualisierung der Epithelzellen erfolgte mit einem Kaninchen anti-PLAP 
Antikorper, gefolgt von ALEXA 568-konjugiertem Anti-Kaninchen IgG. 
Die Zellkerne wurden mit Hoechst Dye gefarbt. 

Gegeniiber nicht-funktionalisierten Mikrospharen wird in diesem Versuch 
deutlich, dass Lektin-Funktionalisierung die Anbindung der Partikel an das 
Epithel signifikant verbessert. Die Ergebnisse sind in Figur 3 gezeigt. 

Beispiel 4: Quantitative Uberprufung der Haftfahigkeit unterschiedlicher 
Mikrospharen-Praparationen. 

Die quantitative Uberprufung der Haftfahigkeit unterschiedlicher 
Mikrospharen-Praparationen an humane intestinalen Epithelzellen erfolgte 
im Fuoreszenz-ELISA. Die Zelllinie Caco-2 wurde in 96-well 
Gewebekulturplatten gezuchtet, bis sie geschlossene einschichtige Lagen 
bildete. Dann erfolgte eine Inkubation bei 4 °C mit: 

1. Birkenpollenextrakt verpackt in Mikrospharen (BP-MS) 3 oder 

2. Birkenpollenextrakt verpackt in Mikrospharen, gekoppelt mit 
Weizenkeim Agglutinin (BP-WGA-MS), oder 

3. Birkenpollenextrakt verpackt in Mikrospharen, gekoppelt mit Aleuria 
Aurantia Lektin (BP-AAL-MS). 

Zur Sichtbarmachung wurden mit FITC-Cadaverin markierte Mikrospharen 
verwendet. Die Visualisierung der Epithelzellen erfolgte durch 
Fluoreszenz-Detektion bei 485/535 nm. Das Signal ist der Anzahl 
gebundener Partikel direkt proportional. 

Gegeniiber nicht-funktionalisierten Mikrospharen wird in diesem Versuch 
deutlich, dass Lektin-Funktionalisierung die Anbindung der Partikel an das 
Epithel signifikant verbessert. Vor allem aber besitzt AAL eine deutlich 
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erhohte Haftfahigkeit gegenuber WGA. Die Ergebnisse sind in Figur 4 
dargestellt. 



■0 
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Anspruche 

1. Mikrospharen zur Allergietherapie, die Antigene und/oder DNA von 
Antigenen enthalten, dadurch gekennzeichnet, dass die Mikrospharen 
eine Bindungskonstante K B von mindestens 1 x 10 4 M" ! gegeniiber 
dem speziflschen Carbohydratrest von intestinalen und/oder nasalen 
Epithelzellen aufweisen. 

2. Mikrospharen zur Allergietherapie nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Mikrospharen eine Aviditat K B von 
mindestens 1 x 10 10 M~ l gegeniiber dem speziflschen Carbohydratrest 
von intestinalen und/oder nasalen Epithelzellen aufweisen. 

3. Mikrospharen zur Allergietherapie nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Mikrospharen an ihrer Oberflache 
Substanzen aufweisen, die die Haftfahigkeit an mukosalen Zellen 
erhohen. 

4. Mikrospharen zur Allergietherapie nach einem der vorstehenden 
Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dass der spezifische 
Carbohydratrest a-L Fucose ist. 

5. Mikrospharen zur Allergietherapie nach einem der vorstehenden 
Ansprtiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Substanzen an der 
Mikrospharenoberflache Lektine sind. 

6. Mikrospharen zur Allergietherapie nach Anspruch 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Substanz an der Mikrospharenoberflache 
ein nicht toxisches Lektin ist. 

7. Mikrospharen zur Allergietherapie nach Anspruch 5 oder 6, dadurch 
gekennzeichnet, dass Lektin eBbar ist. 

8. Mikrospharen zur Allergietherapie nach Anspruch 5-7, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Lektin Aleuria-Aurentia-Lektin ist. 



- 19- 

9. Mikrospharen zur Allergietherapie nach einem der vorstehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Mikrospharen einen 
Durchmesser von 0,1 bis 100 haben. 

10. Mikrospharen zur Allergietherapie nach einem der vorstehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das Grundgeriist der 
Mikrospharen aus Polymeren besteht. 

11. Mikrospharen zur Allergietherapie nach Anspruch 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Grundgeriist der Mikrospharen aus 
Polymeren mit funktionellen Gruppen besteht. 

12. Mikrospharen zur Allergietherapie nach einem der Anspriiche 10 
oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass das Grundgeriist der 
Mikrospharen aus biologisch abbaubaren Polymeren oder 
Copolymeren besteht. 

13. Mikrospharen zur Allergietherapie nach einem der Anspriiche 9-12, 
dadurch gekennzeichnet, dass das Grundgeriist der Mikrospharen aus 
Polymilchsaure, Polyglycolsaure oder aus Polymilchsaure- 
Polyglycolsaure-Copolymer besteht. 

14. Mikrospharen zur Allergietherapie nach einem der Anspriiche 10 bis 
13, dadurch gekennzeichnet, dass das Aleuria Aurantia Lektin iiber 
eine kovalente Bindung an die Polymere gebunden ist. 

15. Mikrospharen zur Allergietherapie nach einem der vorstehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Mikrospharen 0,1-20 
Gw.-% Antigene und/oder DNA von Antigenen enthalten. 

16. Mikrospharen zur Allergietherapie nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dafi die Antigene und/oder 
DNA von Antigenen Allergene und/oder DNA von Allergenen sind. 

17. Mikrospharen zur Allergietherapie nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Antigene Mimotope des 
Allergens Phi p 5 und/oder des Allergens Bet v 1 sind. 
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18. Verfahren zur Herstellung von Mikrospharen nach einem der 
vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Mikrospharen zunachst mir Antigenen und/oder DNA von Antigenen 
beladen werden und anschliefiend die Mikrospharen funktionalisiert 
werden. 

19. Verwendung von Mikrospharen nach einem der vorstehenden 
Anspriiche 1-17 zur Allergietherapie. 
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Zusammenfassung 



Mikrospharen enthaltende Antigene 
Mikrospharen eine Bindungskonstante 
spezifischen Carbohydratrest von 
Epithelzellen aufweisen. 



zur Allergietherapie, wobei die 
von 1 x 10 4 M~ ! gegentiber einem 
intestinalen und/oder nasalen 




Figur 1 
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